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RESUMO 
 
 
Introdução: a asma é uma doença inflamatória das vias aéreas complexa e 
heterogênea. O conhecimento dos diferentes perfis inflamatórios é 
necessário para a identificação de possíveis endótipos. A partir do conceito 
de vias aéreas unidas é plausível que as medidas do processo inflamatório 
das vias aéreas inferiores possam ser avaliadas a partir de espécimes das 
vias aéreas superiores obtidos por meio de uma matriz sintética absortiva  
Objetivos: investigar a exequibilidade, a correlação e o poder 
discriminativo das medidas de um painel de interleucinas do fluido nasal e 
do escarro induzido obtidas por meio de uma matriz sintética absortiva.  
Métodos: estudo transversal que avaliou asmáticos sem uso de corticóide 
inalatório ou oral (n=32) e indivíduos normais (n=21). Espécimes do fluido 
nasal e do escarro induzido obtidos por meio de uma matriz sintética 
absortiva foram processados e analizados em uma plataforma multiplex. As 
medidas de um painel de interleucinas (IL-1, IL-5, IL-8, IL-10, IL-13, IL-
17, IFN-, Eotaxina-1, IP-10 e TNF-) do fluido nasal foram comparadas 
ao painel de interleucinas do escarro induzido. A contagem diferencial de 
células do escarro induzido foi também determinada para avaliar o padrão 
inflamatório das vias aéreas. 
Resultados: o método de coleta por matriz sintética absortiva foi exequível 
em mensurar as interleucinas do fluido nasal e do escarro induzido de 
indivíduos asmáticos e normais sem estímulo provocatório prévio. Houve 
correlações positivas entre as medidas do fluido nasal e escarro induzido 
para as interleucinas IL-5 (r 0,6; p valor < 0,001), IL-10 (r 0,5; p valor < 
0,001), IP-10 (r 0,6; p valor < 0,001), IFN- (r 0,6; p valor < 0,001) e TNF-
 (r 0,4; p valor 0,002), e correlações positivas entre a contagem de 
eosinófilos do escarro e a IL-5 nasal (r 0,7; p valor < 0,001). A análise de 
componentes principais identificou 2 padrões inflamatórios distintos, um 
com citocinas padrão Th1/Th17 e outro com citocinas predominantemente 
Th2. A análise de regressão multivariada logística permitiu identificar a IL-
5 e IL-8 do fluido nasal como preditoras do escarro eosinofílico.  
Conclusão: o método de coleta por matriz sintética absortiva foi exequível 
e permitiu detectar as correlações entre o perfil inflamatório do fluido nasal 
e do escarro induzido, bem como discriminar grupos de indivíduos com 
perfis inflamatórios distintos. 
 
Palavras chave: secreções nasais; citocinas; escarro induzido; 
biomarcadores; inflamação de vias aéreas; asma. 
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ABSTRACT 
 
 
Introduction: asthma is a complex and heterogeneous inflammatory 
disease of the airways. Assessment of different inflammatory patterns is 
necessary for the identification of endotypes of the disease. According to 
the united airways concept it is plausible that the measurements of the 
inflammatory process of the lower airways can be studied in specimens of 
the upper airways sampled by means of a synthetic absorptive matrix  
Objectives: to investigate the feasibility, correlation and discriminative 
properties of a method of sampling nasal lining fluid and induced sputum 
using a synthetic absorptive matrix for the measurement of a panel of 
interleukins  
Methods: this cross-sectional study evaluated steroid naive asthmatics (n = 
32) and normal subjects (n = 21). Specimens of the nasal fluid obtained by 
a synthetic absorptive matrix and induced sputum were processed and 
analized in a multiplex plataform. A panel of nasal interleukins (IL-1, IL-
5, IL-8, IL-10, IL-13, IL-17, IFN- , Eotaxin-1, IP-10 and TNF-) was 
compared to the panel of induced sputum interleukins. Sputum differential 
cell count was also determined to access the inflammatory profile of the 
airways. 
Results: the synthetic absorptive matrix sampling method was feasible to 
measure nasal lining fluid and induced sputum interleukins of asthmatic and 
normal individuals without previous challenge. We found positive 
correlations between nasal and sputum interleukins, such as IL-5 (R 0.6, p 
value <0.001), IL-10 (r 0.5, p value <0.001), IP-10 (r 0.6, p value <0.001), 
IFN- (r 0.6; p valor < 0,001) and TNF- (r 0.4, p value 0.002), and 
positive correlations between sputum eosinophil counts and nasal IL-5 (r 
0.7; p value <0.001). Principal component analysis identified two major 
components; one Th1 / Th17 driven and the other mostly driven by Th2 
interleukins. Logistic regression analysis allowed the identification of two 
predictors of eosinophilic sputum; IL-5 and IL-8. 
Conclusion: the method of sampling specimens of the nasal lining fluid 
and induced sputum by means of a SAM for the measurement of 
interleukins was feasible, allowed to detect positive correlations between 
the inflammatory profile of the nasal fluid and induced sputum, as well as 
discriminated groups of individuals with different inflammatory patterns. 
 
Keywords: nasal secretions; cytokines; induced sputum; biomarkers; 
airways inflammation; asthma 
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1 INTRODUÇÃO 
 
 
 1.1 A importância da asma  
 
A asma figura entre as principais doenças inflamatórias crônicas 
das vias aéreas e, apesar do progresso terapêutico, continua significativa 
a morbidade, a repercussão na qualidade de vida, bem como a 
mortalidade  associadas a impacto financeiro elevado. [1] 
 A asma afeta mundialmente mais de 300 milhões de pessoas, [2] 
com taxas de prevalência em adultos variando de 0,2 a 21%. [3] 
Evidências demonstram que existe uma tendência à redução da 
prevalência dos sintomas da asma na Europa ocidental, enquanto 
aumenta em locais onde previamente a prevalência era baixa, 
notadamente em países da Africa, América Latina, Europa Oriental e 
Ásia. [4] No Brasil, os dados do estudo ISAAC (acrônimo em inglês 
para “Estudo Internacional para Asma e Alergias na Infância”) 
revelaram que a prevalência de asma foi de 19% em adolescentes e de 
24,3% em crianças. [5] Quando essas prevalências foram comparadas 
com as da primeira fase do mesmo estudo, conduzido sete anos antes, 
houve uma tendência à redução das mesmas. Mesmo assim, a 
prevalência da doença no Brasil, para esta faixa etária, ainda é uma das 
mais altas da América Latina. [6] Quanto aos adultos, estudos de base 
populacional conduzidos ao longo de quase duas décadas têm 
demonstrado uma estabilidade da prevalência do diagnóstico da doença 
no Brasil. Por exemplo, a Pesquisa Nacional por Amostra de Domicílios 
(PNAD), realizada em três épocas ─ 1998, 2003 e 2008 ─, em adultos ≥ 
20 anos, mostrou prevalência de diagnóstico de asma de 4,1% em 1998 
e 2003, e 4,0% em 2008. [7] Posteriormente, estudo com dados da 
Pesquisa Nacional em Saúde (PNS), envolvendo 60.202 participantes e 
abrangendo diversas regiões do país, cujo desfecho principal era o 
diagnóstico de asma em adultos com idade superior a 18 anos, aferido 
pela pergunta “algum médico já lhe deu o diagnóstico de asma (ou 
bronquite asmática)?”, revelou que a prevalência do autorrelato da 
doença nessa população foi 4,4% (IC 95% 4,1 ─ 4,7). [8] 
O impacto financeiro, quer seja por meio de custos diretos 
(internações hospitalares, consultas médicas, medicamentos, dentre 
outros) como de indiretos (absenteísmo escolar e no trabalho, 
presenteísmo, dentre outros), é de enorme magnitude em diversos 
países, sendo as exacerbações as maiores determinantes do custo direto 
da asma. [9] Desta forma, o estudo do impacto financeiro em pacientes 
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com asma não controlada demonstra que melhorar a aderência a terapias 
baseadas em evidência se traduz em um significativo retorno no 
investimento. [10] No Brasil, dados do sistema público de saúde 
mostraram uma média anual de gastos entre 135 e 733 dólares por 
paciente em virtude de asma grave. [11] 
 
1.2 Definição de asma  
 
A asma é uma doença heterogênea, caracterizada pela inflamação 
crônica das vias aéreas inferiores e que se expressa clinicamente pela 
ocorrência de episódios intermitentes de dispneia, principalmente 
noturna, opressão torácica e tosse associada ou não à presença de sibilos 
expiratórios. Estes sinais e sintomas, que podem variar no tempo e em 
intensidade, decorrem de sua principal característica fisiopatológica, que 
é a limitação reversível ao fluxo de ar das vias aéreas inferiores pelo 
aumento anormal da responsividade destas vias a diversos estímulos. [1]  
 
1.3 O conceito de vias aéreas unidas 
 
As vias aéreas superiores e inferiores são parte integrante do trato 
respiratório [12, 13] e encontram-se relacionadas por diversos fatores, 
incluindo os epidemiológicos, os anatômicos, os fisiológicos, os 
imunopatológicos e os farmacológicos. [14, 15] Por isso, as vias aéreas 
superiores e inferiores podem ser consideradas uma unidade 
morfológica e funcional, originando, a partir desta acepção, o conceito 
de vias aéreas unidas (ou via aérea única). [16] 
Sobretudo, o conceito de vias aéreas unidas tem sido 
fundamentado na estreita relação entre a rinite e a asma, que poderiam 
ser consideradas como manifestações de uma mesma doença.[15, 17] 
Quatro são os mecanismos postulados para tentar elucidar a conexão 
entre as duas doenças. [18] Primeiro, uma vez inflamada a mucosa 
nasal, sobrevém o edema. Com isso, a respiração torna-se bucal e, como 
consequência, perda ou redução do mecanismo condicionador e protetor 
nasal do ar respirado. O segundo diz respeito a um possível reflexo 
nasobrônquico, onde a liberação de mediadores, como a histamina, 
estimula a via aérea inferior por meio de um reflexo neuronal nasal 
aferente e nervo vago eferente, resultando em hiperresponsividade 
brônquica. Terceiro, o conteúdo inflamatório produzido durante as 
crises de rinite drenam posteriormente (rinorreia posterior) e poderiam 
ser aspiradas para a via aérea inferior. Por último, a inflamação nasal 
local resulta em liberação de diversos mediadores para a corrente 
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sanguínea o que poderia resultar em broncoconstricção das vias aéreas 
inferiores. [18] Alternativamente, pode-se ainda fundamentar a relação 
entre a asma e a rinite sobre dois pressupostos. [19]  Primeiro, tendo em 
vista que os mecanismos fisiopatológicos dessas doenças parecem ser 
similares e, também, que existe uma continuidade anatômica do epitélio 
respiratório presente desde as porções iniciais das nasais até os 
bronquíolos distais, quando um processo inflamatório afeta uma das 
unidades, o mesmo processo pode ser estimulado em outra unidade 
anatômica. A segunda premissa observa que, à medida que a gravidade 
da doença varia, tanto a via aérea superior quanto a inferior são 
igualmente acometidas. Em vista disso, quando um tratamento para a 
via aérea superior é instituído, espera-se melhora dos sintomas da via 
aérea inferior e vice-versa. [19] 
 
1.3.1 Aspectos epidemiológicos 
  
Considerando a forte relação de prevalência entre a rinite e a 
asma, não é surpreendente que grande parte dos estudos sobre vias 
aéreas unidas explore precisamente esta conexão. É sabido que a 
maioria dos asmáticos tem rinite, pois, embora haja grande amplitude 
nos dados, em estudos bem conduzidos a prevalência de rinite em 
pacientes portadores de asma ultrapassa 80%. [16] Os dados 
epidemiológicos apontam entre 10% e 40% a prevalência da asma em 
pacientes portadores de rinossinusite. [20-23] Linneberg e 
colaboradores, em 2002, [21] ao conduzirem um estudo de base 
populacional no qual os sujeitos foram examinados em duas ocasiões 
em um intervalo de oito anos, constataram que todos os pacientes 
(n=52) com asma, sensíveis ao pólen, também exibiam sintomas de 
rinite alérgica quando estimulados por este mesmo alérgeno.  
 A rinite antecede as manifestações da asma na maioria dos casos 
e, pacientes com rinite, estão sob risco três vezes maior de desenvolver 
asma no futuro. [24] Assim, a rinite é considerada como fator de risco 
independente para a asma, mesmo na ausência de atopia, [25-27] além 
de ser fator de risco para o controle da asma. Adultos e crianças com 
rinite e asma concomitantemente são submetidos a um maior número de 
hospitalizações relacionadas à asma, apresentam maior número de 
visitas ao médico generalista, bem como despendem maior gasto em 
tratamentos quando comparados àqueles que possuem asma sem rinite. 
[28-31] 
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1.3.2 Características anatômicas 
  
A mucosa nasal e a brônquica apresentam muitas similaridades, 
sendo ambas compostas por um mesmo epitélio, predominantemente 
ciliado pseudoestratificado com células colunares, globosas e basais e 
uma submucosa que exibe vasos sanguíneos, glândulas mucosas e 
nervos. As diferenças mais marcantes entre as duas vias aéreas residem 
na ausência de musculatura lisa na submucosa do nariz, porém 
abundante nas vias aéreas inferiores e a presença de rico suprimento de 
capilares subepiteliais, sistemas arteriais e sinusóides venosos, 
peculiares da mucosa nasal. [32] 
 
1.3.3 Complementaridade fisiológica 
  
Um dos conceitos mais importantes relativo à interação nariz – 
pulmão reside em sua complementaridade funcional, pois o nariz é 
capaz de umidificar e aquecer o ar inspirado, de maneira que ao chegar 
aos pulmões esteja condicionado a uma boa troca gasosa. [33, 34] É 
demonstrado, inclusive, que essa característica possa ser amplificada 
frente à estimulação do nariz com mecanismos provocadores 
inespecíficos, como o frio e o ar seco. [35] No que concerne a 
capacidade protetora, a cavidade nasal é, habitualmente, o primeiro local 
de interação entre os antígenos ambientais e a mucosa da via aérea e, 
precisamente, onde se estabelecem as linhas de defesa inata e adquirida.  
[36] Ao longo de sua superfície, o epitélio respiratório é recoberto por 
uma camada de muco. Esse muco, essencial no papel de defesa e 
limpeza das vias aéreas, está disposto em duas camadas com densidades 
distintas: uma mais superficial denominada gel e outra mais profunda 
denominada periciliar. [37] A camada gel, presente tanto na via aérea 
superior [38] como na via aérea inferior, [39]  é composta 
predominantemente por mucinas capazes de interagir com IgA, 
colectinas e defensinas, além de exibirem propriedades antiadesivas, 
antimicrobianas e anti-inflamatórias. A harmonia entre o sistema 
mucoso e os batimentos ciliares proporciona a captura de partículas 
agressoras e a limpeza das vias aéreas. [36, 37]  
 
1.3.4 Estudos de intervenções e aspectos terapêuticos 
 
O conceito de alergia como doença sistêmica fortalece a relação 
bidirecional entre as inflamações brônquica e nasal. Em pacientes com 
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doenças alérgicas, a provocação específica ativa uma resposta sistêmica 
que deflagra a produção de células inflamatórias pela medula. [40-44] 
Além disso, uma broncoprovocação segmentar pode acarretar sintomas 
e reduzir as funções tanto no nariz como nos pulmões, [40, 41] da 
mesma forma que a provocação nasal pode estimular a responsividade 
brônquica bem como aumentar a contagem de eosinófilos no escarro 
desses pacientes. [42] 
 Estudos com intervenções terapêuticas também reforçam o 
conceito de vias aéreas unidas. Embora seja ainda incerto que o 
tratamento a longo prazo da rinite possa reduzir o risco futuro de 
surgimento da asma, alguns estudos têm demonstrado um efeito positivo 
dos glicocorticóides intranasais em diminuir a hiperresponsividade 
brônquica à metacolina, [45-47]  à histamina, [48, 49] e ao exercício; 
[50] enquanto outros relatam a ausência dos efeitos dessas medicações 
na hiperresponsividade brônquica à metacolina. [51, 52] Um estudo de 
meta-análise demonstrou o benefício na PC20 de 0,43 (95% IC, 0,16 ─ 
0,69) a favor de qualquer forma de glicocorticóide intranasal. [53]  
Estudos que observaram desfechos relacionados à melhoria 
clínica da asma indicaram, da mesma forma, benefícios advindos do 
tratamento da rinite. Em estudo de coorte histórica, foram examinadas 
taxas de internação e visita hospitalar relacionadas à asma em 4944 
pacientes com rinite alérgica e asma. Destes, 3587 pacientes foram 
tratados para rinite alérgica, enquanto 1357 não fizeram tratamento para 
rinite. As hospitalizações relacionadas à asma reduziram em 61%, e a 
incidência de duas ou mais visitas a pronto atendimentos diminuíram em 
54%. [54] Um estudo caso-controle, que incluiu 361 casos pareados 
com 1444 controles, concluiu que o tratamento da rinite com corticóides 
intranasais em pacientes asmáticos mostrou-se capaz de reduzir, além do 
gasto financeiro, o risco de visitas em pronto-socorro e internações por 
asma.  [55] A cirurgia endoscópica funcional das cavidades paranasais, 
que almeja o alívio dos sintomas nasossinusais provavelmente por 
desobstruir óstios de drenagem paranasais, limpar secreções espessas e 
pólipos [56] e, sobretudo, por possibilitar uma anatomia ideal para a 
instilação de terapias tópicas, [57] também exerce efeitos sobre a via 
aérea inferior. Nos pacientes asmáticos, este procedimento pode 
melhorar os sintomas brônquicos e é capaz de reduzir o uso de 
medicação para a asma. [58, 59] Senior e colaboradores [60] 
acompanharam ao longo de 6,5 anos um grupo de 120 pacientes 
submetidos à cirurgia endoscópica das cavidades paranasais. Dos 30 
pacientes asmáticos, observou-se que 90% (n=27) relataram que a 
doença estava melhor do que antes da cirurgia, além de ter havido 
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diminuição das exacerbações da asma e menor demanda por uso de 
medicamentos. Porém, informações como essas devem ser apreciadas 
com cautela, tendo em vista que limitações metodológicas, tais como 
dificuldades no cegamento de participantes e investigadores, e a 
aceitação dos pacientes em serem submetidos a intervenções cirúrgicas, 
podem comprometer desfechos de ensaios clínicos que envolvam 
procedimentos cirúrgicos. [61] Feita esta ressalva, resultados de um 
estudo prospectivo e randomizado demostraram que o tratamento da 
rinossinusite crônica, tanto o medicamentoso como o cirúrgico, pode 
trazer benefícios à asma. [62] 
 
1.3.5 Características anatomopatológicas 
  
Um aspecto anatomopatológico importante na asma diz respeito 
ao componente irreversível da obstrução da via aérea e resultado de 
alterações estruturais dos brônquios, denominado remodelamento. Este 
fenômeno é um processo dinâmico de deposição e degradação de matriz 
extracelular, caracterizado por fibrose subepitelial, aumento da 
musculatura lisa, hiperplasia de glândulas mucosas e células globosas e 
aumento da vascularização. Essas alterações histológicas têm sido 
associadas a consequencias clínicas relevantes na asma, como o 
aumento da hiperresponsividade não específica da via aérea e a 
limitação minimamente reversível do fluxo aéreo, ambas capazes de 
influenciar na exacerbação da doença. Tem sido postulado que o 
remodelamento, tanto quanto a asma, é o resultado da inflamação da via 
aérea. [63-65]  
Mesmo havendo diferenças anatômicas que diferem a via aérea 
inferior da superior, notadamente a ausência do arcabouço muscular 
nesta última, diversos estudos, com resultados conflitantes, têm 
procurado apontar sinais de remodelamento na via aérea superior, 
incluindo espessamento da lâmina reticular, hiperplasia e hipertrofia de 
glândulas submucosas e células globosas, marcadores de ativação 
fibroblástica, níveis de proteínas de colágeno e metaloproteinases, bem 
como aumento da vascularização local.  [66] Assim, o remodelamento 
pode cursar com alterações discretas do epitélio nasal [67] bem como o 
aumento da membrana basal e fibrose subepitelial. [68] Em estudo de 
Braunstahl e colaboradores foi demonstrado o aumento da espessura da 
membrana basal e descamação do epitélio na mucosa dos brônquios de 
pacientes com rinite alérgica e sem asma, novamente sugerindo uma 
conexão entre as doenças. [69] Entretanto, estudo mais recente falhou 
em detectar sinais de remodelamento da via aérea superior em pacientes 
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com rinite alérgica persistente quando comparados a participantes 
normais. [70] Esse resultado adicionou forte evidência a esse assunto, 
uma vez que, pelo menos no que concerne as estruturas celulares e 
moleculares estudadas, o conceito de remodelamento da via aérea 
superior não está presente na rinite alérgica. As discrepâncias desses 
resultados podem estar relacionadas, em parte, a questões metodológicas 
de estudos anteriores, por exemplo, os aspectos subjetivos da avaliação 
histológica.[65] 
 
1.4 Fenótipos da asma 
    
Uma grande incógnita, motivo de profundo debate, é se a asma 
refere-se a uma única doença com apresentação variável ou se 
representa várias enfermidades que exibem a obstrução variável ao fluxo 
aéreo como característica comum. Em razão dessa heteregeneidade, 
diversos padrões observáveis da asma, denominados fenótipos, vêm 
sendo propostos e extensivamente estudados; sejam eles clínicos, de 
perfis inflamatórios ou ainda resposta a intervenções terapêuticas. Mais 
além, tem-se buscado definir possíveis subtipos da doença a partir dos 
distintos mecanismos fisiopatológicos moleculares e celulares, 
denominados endótipos. [71] Enquanto as características fenotípicas 
representam observações das dimensões clínicas da asma, a 
classificação da asma em endótipos estabelece as diferenças entre os 
diversos mecanismos capazes de produzir a enfermidade. Quanto às 
classificações, cada endótipo pode compreender vários fenótipos, assim 
como certos fenótipos podem estar presentes em mais de um endótipo. 
[72] Dentre os fenótipos observados podemos destacar a asma alérgica, 
a não alérgica (ou intrínseca), a neutrofílica e a asma relacionada à 
intolerância a aspirina. [71] 
 
1.4.1 Asma alérgica 
 
A asma alérgica é considerada a forma mais prevalente e com 
melhor resposta aos tratamentos preconizados. É comum o seu 
aparecimento ainda na infância e é normalmente acompanhada ou 
precedida por rinite alérgica e/ou eczema. Este fenótipo de asma tem 
como características principais a celularidade eosinofílica, a atuação de 
citocinas padrão Th2, notadamente IL-4, IL-5 e IL-13, e a mediação via 
imunoglobulina E a partir da interação com alérgeno. Apesar de a 
reação imunomediada ser a condição chave para este fenótipo, o 
processo inflamatório pode persistir ou evoluir mesmo na ausência da 
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exposição ao alérgeno. Interleucinas como a IL-25, IL-33 e a 
linfopoietina estromal tímica (TSLP), secretadas predominantemente 
pelas células epiteliais das vias aéreas, também assumem papel 
relevante na assinatura Th2. [73] Esse grupo de interleucinas, no que 
concerne a sua função, é capaz de atuar não apenas em linfócitos Th2, 
como também em células linfóide inatas do tipo 2    ILC2 que, por sua 
vez, deflagram a produção de interleucinas padrão Th2 tanto quanto os 
linfócitos Th2 o fazem. [74] Histologicamente, a asma alérgica é 
caracterizada por infiltração mucosa com alta concentração de 
eosinfófilos, células CD4+, mastócitos, expressão de receptores com alta 
afinidade para IgE presentes nas células locais e inflamatórias, 
hiperplasia de células globosas, espessamento da membrana reticular 
basal e hipertrofia da musculatura lisa. [71] 
 
1.4.2 Asma não alérgica 
 
Assim como na asma alérgica, o padrão fenotípico “asma não 
alérgica” ou “asma intrínseca” é também mediado por linfócitos de 
perfil Th2, ativação de mastócitos e infiltração eosinofílica. [75] 
Entretanto, algumas características clínicas e relacionadas a 
biomarcadores a diferem da asma alérgica. Por exemplo, costuma ser 
mais grave e incidir na fase mais adulta. Acomete cerca de um terço dos 
asmáticos adultos e é mais frequente no sexo feminino. [76] Quando 
incide na infância, costuma apresentar sintomas mais brandos 
comparados aos adultos e exibe relação com infecções de vias aéreas, 
exposição à fumaça de cigarro e afecções da via aérea superior. [77] 
Quanto às interleucinas, existem distinções do padrão alérgico, quer 
sejam, aumento de IL-2 e IFN-, bem como redução de IL-4 no lavado 
broncoalveolar. [78] Todavia, ainda não foram validados biomarcadores 
para a asma intrínseca. Embora células Th1 e biomarcadores como a IL-
18, a IL-15, a IP-10, dentre outros, tenham sido descritos na asma 
intrínseca, esses achados ainda carecem de validação.  [71] 
Quanto à etiopatogenia, se por um lado os alérgenos comuns não 
parecem estar associados a esse fenótipo, por outro, a presença de 
superantígenos pode estar relacionada a geração do processo 
inflamatório. Os mecanismos envolvidos incluiriam proliferação local 
de células B, aumento da produção de IgE policlonais e específicas 
contra superantígenos que cursariam com expansão de células T (padrão 
Th2) e células CD8+. [79] 
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1.4.3 Asma não eosinofílica 
       
A asma não eosinofílica é um fenótipo caracterizado pela 
ausência de eosinofilia nas vias aéreas, porém marcada pelo aumento de 
neutrófilos. [80] Até hoje, especula-se se a asma neutrofílica seria uma 
entidade distinta de asma, ou se representa meramente um estado de 
gravidade aumentada ou mesmo consequência de infecção ou 
colonização bacteriana persistente das vias aéreas. Em adultos é mais 
comum em mulheres. [81] Em crianças, parece ser mais frequente na 
forma não atópica da doença. [82] A predominância de neutrófilos nesta 
forma de asma talvez se deva a outro subgrupo de linfócitos CD4+, os 
linfócitos Th17. Estas células estão entre as que liberam a IL-17, que 
por sua vez estimula o epitélio respiratório a produzir citocinas e 
quimiocinas, dentre elas a IL-8, uma potente quimiocina de atração 
neutrofílica. [83] Embora a IL-17 esteja relacionada ao remodelamento, 
gravidade da asma e haja uma forte correlação entre a IL-17 e a 
concentração de neutrófilos no sangue e escarro, [84] o uso de terapia 
com anticorpo monoclonal anti IL-17 não demonstrou efeito clínico 
significativo. [85] 
 
1.4.4 Asma relacionada à intolerância a aspirina  
 
Afetando aproximadamente entre 5 e 10% dos adultos asmáticos, 
a asma relacionada à intolerância a aspirina é mais comum em mulheres 
─ cujos sintomas tendem a ser mais graves que em homens ─, é rara em 
crianças, e exibe menor relação com a atopia. Os sinais e sintomas 
apresentam um padrão sequencial, iniciando já na fase adulta, com 
rinite, evoluindo com asma, intolerância à aspirina e, finalmente, 
polipose nasossinusal. [86] Apesar da intolerância a aspirina ser uma 
característica marcante do fenótipo, evitar este tipo de medicamento não 
parece ter efeito em atenuar o curso da doença. Não obstante, os 
pacientes devem abster-se de usá-los, tendo em vista a grande incidência 
de crises asmáticas graves relacionadas ao uso de aspirina e outros anti-
inflamatórios não esteroidais. É incerto caracterizar a asma relacionada à 
intolerância à aspirina como um endótipo por parecer tratar-se de uma 
condição adquirida no curso da asma não alérgica ou, menos 
frequentemente, asma alérgica. [71] Atualmente, recomenda-se 
denominar esta enfermidade como DREA (acrônimo para Doença 
Respiratória Exacerbada por Anti-inflamatórios não Esteroidais), por se 
tratar de uma condição de hipersensibilidade cruzada, em que pacientes 
com hipersensibilidade a um anti-inflamatório reagem a aspirina, bem 
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como a outros anti-inflamatórios inibidores da Cox-1. [87] Diretrizes 
recomendam que o diagnóstico desse fenótipo deve compreender testes 
de provocação brônquica ou nasal com a aspirina e, caso esses sejam 
inconclusivos, o teste de provocação oral está indicado. [88] 
 
1.5 Endótipos da asma  
 
Nos últimos anos, além do conhecimento sobre as características 
fenotípicas de cada doença, tem-se buscado definir subtipos a partir de 
distintos mecanismos fisiopatológicos moleculares e celulares 
denominados endótipos. [71] Enquanto as características fenotípicas 
representam observações das dimensões clínicas da asma, a 
classificação da asma em endótipos estabelece as diferenças entre os 
diversos mecanismos capazes de produzir a enfermidade. A principal 
vantagem em desvendar os mecanismos fisiopatológicos é permitir uma 
forma de tratamento mais individualizada e fundamentada no(s) 
desequilíbrio(s) molecular(es)/celular(es) evidenciado(s) pela 
endotipagem, sendo esta atuação, direcionada e específica, parte de um 
conceito denominado “medicina de precisão”. A medicina de precisão 
deve englobar a avaliação da real dimensão do impacto que uma doença 
ocasiona na vida do paciente (medida, por exemplo, por questionários 
de qualidade de vida), o escrutínio dos mecanismos fisiopatológicos 
celular e molecular envolvidos, o entendimento preciso sobre as 
consequências da progressão da doença e a informação apropriada ao 
paciente sobre as estratégias terapêuticas disponíveis, incluindo os 
objetivos, os benefícios esperados e os efeitos adversos.  [89] 
Por ora, muitos autores vêm propondo classificações endotípicas 
distintas. Além disso, cada endótipo pode compreender vários fenótipos, 
assim como certos fenótipos podem estar presentes em mais de um 
endótipo. [72]. Para a asma, os endótipos Th2 alto e Th2 baixo são bem 
reconhecidos e utilizados como parâmetros para intervenções 
específicas. Ademais, muitos subtipos – subendótipos -  podem ser 
observados com base nos principais mecanismos moleculares em ação. 
Como exemplos de subendótipos Th2 alto podemos destacar aqueles 
com alta concentração de IL-5, de IL-13 ou de IgE. [90] Neste sentido, 
os endótipos tipo Th2 podem ser definidos por subgrupos de pacientes 
que apresentam resposta satisfatória a tratamentos direcionados a IL-5, a 
IL-13 ou a IgE.  [89] Em relação ao endótipo Th2 baixo, os mecanismos 
atuantes são menos claros. A inflamação neutrofílica, característica 
desse endótipo, pode estar relacionada a dois mecanismos: a) 
anormalidades intrínsecas dos neutrófilos secundárias a distúrbios da 
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imunidade inata e b) a ativação de uma via dependente da IL-17 capaz 
de induzir a secreção de IL-8 de atividade neutrofílica. [91-93] Algumas 
interleucinas parecem estar associadas a este endótipo ─ IL-8, IL-17, IL-
22, IL-23, IFN-, TNF-α ─ entretanto, nenhuma intervenção baseada 
nesses endótipos demonstrou-se efetiva. [89] 
 
1.6 Endótipos nas rinites e rinossinusites  
 
A caracterização fenotípica das rinites tem sido útil tanto na 
definição de subtipos da doença ─ rinite alérgica, rinite não alérgica e 
rinite infecciosa ─, [94] como também na construção de algorítimos de 
tratamento baseados em evidência. Entretanto, como na asma, uma 
parcela de pacientes com rinite alérgica é refratária às estratégias 
terapêuticas baseadas em fenótipos, [95] revelando a necessidade do 
aprofundamento do conhecimento a respeito dos endótipos. Entre os 
endótipos propostos para as rinites podemos destacar a rinite com 
resposta imunológica do tipo 2 mediada por IgE específica, iniciada pela 
ligação cruzada entre as moléculas antigênicas e os anticorpos IgE 
acoplados sobre a superfície de mastócitos, deflagrando sintomas 
agudos e o influxo de eosinófilos, basófilos, células T e B para a mucosa 
nasal. [96] Além disso, substâncias de baixo peso molecular, de origem 
ocupacional ou ambiental, podem também iniciar ou agravar uma 
resposta imune do tipo Th2 por meio de agressão epitelial e consequente 
liberação de TSLP, IL-33 e IL-25. [97]  Uma resposta inata e adaptativa 
do tipo 1/IL-17 estimula o influxo de neutrófilos e células T produtoras 
de IFN- e poderia estar relacionada à rinite infecciosa. [98] 
As rinossinusites também são doenças com notória 
heterogeneidade e cujas características fenotípicas, por exemplo, 
presença ou ausência de polipose nasossinusal, têm direcionado 
abordagens terapêuticas baseadas em evidências. Além disso, essa 
diferenciação fenotípica tem sido recentemente corroborada por padrões 
endotípicos diversos. Por exemplo, enquanto na rinossinusite sem 
polipose a TGF-β e seus receptores estão aumentados, na rinossinusite 
com polipose essa interleucina parece estar reduzida. Aparententemente, 
esse padrão inflamatório parece ser homogêneo ao redor do mundo. [99, 
100] Todavia, no que diz respeito ao padrão inflamatório da polipose, 
podem ocorrer variações longitudinais, pois no hemisfério norte 
ocidental existe o predomínio eosinofílico orquestrado pela inflamação 
Th2, [101] enquanto em países orientais como a China, o padrão 
inflamatório parece ser preponderantemente Th1 e Th17. [102] Alguns 
30 
 
 
endótipos propostos poderiam englobar, portanto, o padrão Th2, a TGF-
β e a IgE específicas para superantígenos, tendo em vista que uma 
inflamação Th2 pode ser amplificada pela ativação de superantígenos 
estafilocócicos. [103] 
 
1.7 Métodos de avaliação da inflamação das vias aéreas  
 
A inflamação das vias aéreas, à luz dos conhecimentos atuais, é 
tida como central na patogênese de doenças como a asma, a rinite, a 
DPOC e a rinossinusite crônica [1, 16, 104, 105] Nas últimas décadas, 
diversas técnicas têm sido concebidas com o intuito de escrutinar o 
processo inflamatório das vias aéreas. Ao longo deste período, tornou-se 
necessária a utilização de métodos seguros, pouco invasivos e capazes 
de fornecer informações fidedignas sobre os biomarcadores implicados 
em cada doença. O estudo das medidas do processo inflamatório em 
espécimes de escarro aproximou-se desses objetivos. A indução do 
escarro via inalação de solução salina hipertônica foi introduzida em 
1958 por Bickerman e colaboradores [106] para o diagnóstico de 
neoplasia de pulmão. Ao longo da década de 80 do século passado, a 
indução do escarro foi empregada para obter, de modo direto, as 
secreções das vias aéreas e possibilitar o diagnóstico de pneumonias por 
Pneumocystis carinii em pacientes infectados pelo vírus HIV. [107] 
Posteriormente, Gibson e colaboradores, em 1989, investigaram as 
características celulares do escarro produzido espontaneamente e 
observaram que o perfil inflamatório dos pacientes asmáticos era 
caracteristicamente composto por eosinófilos, propondo que o escarro 
fosse uma fonte importante na investigação do processo inflamatório. 
[108] Porém, um dos progressos mais importantes na investigação da 
inflamação das vias aéreas inferiores foi a introdução, por Pin e 
colaboradores, em 1992, [109] da indução do escarro na investigação do 
processo inflamatório em pacientes asmáticos. O uso do escarro 
induzido pela inalação de solução hipertônica exibe uma série de 
vantagens sobre outros métodos, como o uso da broncoscopia ─ 
segurança e praticabilidade são as mais óbvias. Além disso, é 
relativamente não invasivo e pode ser realizado de modo aleatório e 
repetitivo. [110] Pode ser aplicado em pacientes com asma ou DPOC de 
diferentes gravidades, desde que seja utilizado um método de indução 
modificado para garantir sua segurança. [111] A utilização do exame do 
escarro induzido tem se mostrado instrumento útil para caracterizar a 
resposta inflamatória, em nível celular, das vias aéreas em pacientes 
com doenças respiratórias inflamatórias [112] e o exame dos 
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componentes celulares e da fase líquida do escarro induzido tem se 
mostrado reprodutível, válido e responsivo às mudanças longitudinais. 
[110, 111, 113]  
Vários métodos têm sido propostos para avaliar a resposta 
inflamatória na mucosa nasal possibilitando que o padrão de distribuição 
celular e inúmeros mediadores inflamatórios possam ser mensurados. 
[114] No ano de 1983 foi implantado, por Naclerio e colaboradores, 
[115] um modelo de avaliação da resposta inflamatória nasal pelo 
lavado nasal, que já passou por algumas modificações. [116, 117] Este 
método permite, de maneira rápida e acessível, a obtenção de diversas 
medidas, desde componentes celulares até mediadores inflamatórios, a 
depender do objetivo do examinador. Entretanto, uma das grandes 
dificuldades em conduzir estudos relativos ao processo inflamatório da 
mucosa nasal é justamente a escolha do método mais adequado para 
realizar a coleta das secreções. Algumas técnicas podem ser 
consideradas invasivas ou parcialmente invasivas, como a biópsia e a 
curetagem, respectivamente, enquanto outras podem acarretar algum 
grau de desconforto no paciente examinado, como é o caso da lavagem 
nasal. [114] Ademais, outras técnicas têm sido desenvolvidas, como 
demonstrado no Quadro 1.  
 
Quadro 1 - Métodos para a obtenção de espécimes da cavidade nasal 
Estudo Objetivo Técnica Resultados Comentários 
Melilo 
(1998) 
[118]  
Desenvolver 
um método 
pouco 
invasivo, 
padronizado e 
reprodutível.  
Nebulização 
por 
ultrassom 
 
Mostrou-se 
válido e 
reprodutível na 
capacidade de 
diferenciar 
pacientes com 
rinite alérgica e 
rinite não 
alérgica 
eosinofílica.  
É pouco 
invasivo, 
podendo ser 
utilizado de 
forma 
repetitiva, 
inclusive em 
crianças. 
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Estudo Objetivo Técnica Resultados Comentários 
Walsh 
(1999) 
[119] 
Descrever um 
método 
eficiente e 
reprodutível 
para coletar 
secreções 
nasais e 
determinar 
títulos de IgA.  
Swab  Os resultados 
pela técnica do 
swab foram 
reprodutíveis 
quando as 
amostras foram 
coletadas com 
muitas semanas 
de intervalo nos 
sujeitos idosos.  
A correlação 
entre as 
amostras 
pareadas do 
lavado nasal e 
do swab foi 
menor em 
indivíduos 
idosos. 
Watelet, 
J.B.(2003) 
[120] 
Propor uma 
nova técnica 
para obtenção 
de secreção 
nasal para 
análises 
imunológicas 
de maneira 
padronizada. 
Tampão  O método é não 
invasivo, 
padronizado e 
reprodutível e 
pode servir 
como uma 
ferramenta 
válida para 
futuras 
investigações.  
Representa uma 
ferramente 
válida e 
reprodutível 
para coleta de 
secreções 
nasais. 
Lü, 
F.X.(2010)  
[121] 
Desenvolver e 
demonstrar as 
características 
de uma nova 
técnica de 
coleta de 
secreções 
nasais e as 
suas 
vantagens.  
Lavado 
nasal e 
esponjas 
sintéticas 
acopladas a 
coletores. 
 As 
concentrações 
de citocinas, 
eosinófilos, ECP 
e triptase nas 
secreções 
obtidas pelo 
coletor foram no 
mínimo 8 vezes 
maiores se 
comparadas à do 
lavado nasal. 
O uso da 
esponja 
sintética de 
poliuretano 
demonstrou 
maior 
sensibilidade na 
detecção dos 
mediadores.   
 
Posteriormente, devido a alguns problemas metodológicos 
durante o estudo do fluido nasal obtido por meio do lavado, [116, 122] 
outras técnicas têm sido concebidas. A obtenção de medidas por meio 
da absorção dos líquidos para uma matriz sintética absortiva (MSA) é 
um destes exemplos. O método foi originalmente introduzido por 
Knowles e colaboradores [123] quando pretendiam efetuar uma análise 
quantitativa de secreções nasais ─ nasoabsorção. O fluido nasal, obtido 
por uma MSA, pode ser ultracentrifugado [124] e as medidas de 
diversos biomarcadores podem ser efetuadas por meio de “plataformas 
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multiplex”, que possibilita avaliar em tempo único a concentração de 
citocinas, quimiocinas, mediadores pró e anti-inflamatórios, fatores de 
crescimento, dentre outros.  
Se por um lado o lavado nasal tem se mostrado insatisfatório por 
conta de sua pobre reprodutibilidade, uma vez que a tendência da 
irrigação é a diluição dos mediadores, o método por absorção é não 
invasivo e pode ser usado em repetidos intervalos de tempo. Também 
exibe a vantagem de coletar diretamente secreções que estão menos 
diluídas, possibilitando a detecção de sinais proteicos que estariam 
abaixo dos limites da detecção se coletados pelo método do lavado. 
[125, 126] Chawes e colaboradores, 2010, [127]  demonstraram a 
possibilidade de detecção de interleucinas dispensando a necessidade de 
provocação nasal prévia e esta técnica tem sido submetida à validação. 
[121, 128] A nasoabsorção tem sido utilizada em crianças [127], 
neonatos, [129] e após nasoprovocação antigênica específica. [128, 130] 
Um exemplo de MSA é o Leukosorb
®
, produto patenteado pela empresa 
Pall Corporation (Pall Life Sciences, Ann Arbor, Mich), que consiste 
em uma matriz fibrosa altamente hidrofílica com poros de 
aproximadamente 8 µm, desenvolvida originalmente para 
procedimentos de isolamento de leucócitos em amostras de sangue.
35 
 
 
2 JUSTIFICATIVA 
 
 
  Muito se tem feito no sentido de adequar métodos que permitam 
a mensuração do processo inflamatório nas vias aéreas de maneira 
simples e fidedigna. O conhecimento do perfil inflamatório de cada 
paciente, aliado a outras informações como a sua característica clínica, 
fisiologia pulmonar, genética, anatomia patológica, epidemiologia da 
doença e sua resposta a tratamentos, poderia contribuir para a 
identificação de possíveis endótipos da asma. Com isso, teríamos 
condições de selecionar adequadamente sujeitos para estudos científicos 
e, com o avanço do conhecimento sobre as fisiopatologias, a 
possibilidade norteadora para a escolha do tratamento específico para 
cada subtipo da doença. Por exemplo, diante de resultados relativamente 
desapontadores em pacientes asmáticos com o uso de terapia anti-IL5, o 
Mepolizumab, [131, 132] quando a seleção dos sujeitos levou em conta 
as características fenotípicas inflamatórias da doença, a droga foi 
reconhecida como uma alternativa ao tratamento da asma eosinofílica. 
[133] 
Com o conceito estabelecido de vias aéreas unidas é plausível que 
as suas medidas do processo inflamatório possam ser estudadas em 
espécimes das vias aéreas inferiores e superiores. Neste sentido, as 
atenções têm se voltado para a mucosa do nariz, por ser esta mais 
acessível, com menor potencial de riscos, maior conforto ao paciente e, 
promissoramente, a de menor custo.  
A questão a ser respondida por este estudo é relevante para 
aprofundar a compreensão do conceito inflamação nas doenças 
respiratórias ao adicionar informações úteis na aplicabilidade do exame 
das fases líquidas do escarro e do fluido nasal.  A demonstração da 
correlação e da concordância entre o perfil inflamatório do nariz e do 
pulmão, bem como a análise da técnica do fluido nasal concernente a 
sua capacidade de discriminar perfis inflamatórios, poderiam permitir, 
no futuro, o aperfeiçoamento e a simplificação da metodologia 
empregada em mensurar os biomarcadores das vias aéreas. Se por um 
lado o escarro só pode ser analisado em poucos laboratórios no mundo 
com equipamento e pessoal qualificado, a técnica de coleta do fluido 
nasal por meio da MSA poderia ser executada em qualquer local, o 
material centrifugado, congelado, e a fase líquida enviada a um 
laboratório central para determinação de um painel de interleucinas. 
Assim, foi delineado este estudo para investigar a exequibilidade do 
método de coleta de espécimes do fluido nasal e escarro induzido por 
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meio de uma MSA, estudar a correlação entre a medida de um painel de 
interleucinas do fluido nasal e escarro induzido (IL-1, IL-5, IL-8, IL-
10, IL-13, IL-17, IFN-, Eotaxina-1, IP-10 e TNF-), bem como o poder 
discriminatório entre dois grupos de indivíduos: um grupo composto por 
participantes com asma sem uso de tratamento controlador e um 
segundo grupo controle composto de indivíduos normais. 
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3 HIPÓTESES 
 
 
3.1 Hipótese nula 
  
O método de coleta de espécimes do fluido nasal e escarro 
induzido por meio de MSA é inexequível. 
 
3.2 Hipótese alternativa 
  
O método de coleta de espécimes do fluido nasal e escarro 
induzido por meio de MSA é exequível. 
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4 OBJETIVOS 
 
 
4.1 Objetivo geral 
 
Investigar a exequibilidade do método de coleta de espécimes do 
fluido nasal e escarro induzido por meio de MSA em participantes 
asmáticos sem uso de tratamento controlador e indivíduos saudáveis 
sem prévia naso ou broncoprovocação. 
 
4.2 Objetivos específicos 
 
a) Investigar a correlação entre as medidas de um painel de 
interleucinas do fluido nasal e do escarro induzido coletadas 
por meio de uma MSA;  
b) Determinar a contagem de células total e diferencial da 
amostra do escarro induzido; 
c) Correlacionar os perfis inflamatórios ─ molecular e celular ─ 
entre o fluido nasal e e escarro induzido; 
d) Determinar o poder discriminatório do padrão inflamatório do 
fluido nasal entre os grupos. 
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5 MÉTODOS 
 
 
5.1 Delineamento do estudo 
  
Estudo de delineamento transversal, envolvendo dois grupos de 
indivíduos. Os participantes preencheram os critérios pré-estabelecidos e 
foram incluídos na pesquisa.  Resumidamente, o estudo consistiu em:  
a) Caracterização do participante como normal ou asmático sem 
uso de medicação controladora; 
b) Indução e processamento do escarro, uma parte serviu para a 
obtenção de citospinas e outra para a aborção com MSA ─ 
Leukosorb 
®
; 
c) Absorção do fluido nasal e do escarro induzido por meio de 
MSA    Leukosorb 
®
; 
d) Avaliação das medidas de um painel de interleucinas 
inflamatórias  do nariz e pulmão    IL-1, IL-5, IL-8, IL-10, 
IL-13, IL-17, IFN-, Eotaxina-1, IP-10 e TNF-. 
 
 As medidas do perfil inflamatório foram realizadas no mesmo 
intervalo de tempo por meio do equipamento Luminex 200 
®
. A 
obtenção dos perfis clínicos e inflamatórios medidos no escarro e no 
fluido nasal foi realizada às cegas um em relação ao outro. 
 
5.2 Amostra 
  
Considerando a probabilidade de 0,5% de se rejeitar a hipótese 
nula mesmo sendo esta verdadeira (α = 0,05), a probabilidade de 20% de 
não rejeitá-la sendo a mesma falsa (β = 0,20) e o coeficiente de 
correlação estimado em 0,5, uma amostra calculada de 29 participantes é 
suficiente para avaliar a correlação entre as medidas recuperadas do 
fluido nasal e do escarro induzido. [134] Utilizou-se uma subamostra (8 
asmáticos e 3 normais, n=11) para o estudo da concordância entre 2 
medidas de espécimes coletados sequencialmente.  
  
5.3 Participantes 
  
Os participantes asmáticos foram selecionados entre pacientes 
dos ambulatórios de pneumologia do Hospital Universitário da 
Universidade Federal de Santa Catarina e pacientes da rede privada. Os 
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participantes saudáveis foram recrutados entre os pesquisadores e 
estudantes. Todos os participantes preencheram os critérios pré-
estabelecidos de inclusão e exclusão abaixo discriminados:  
 
5.3.1 Asmáticos sem uso de tratamento controlador  
 
a) Adultos com idade superior a 18 anos e que apresentassem 
asma, cujo diagnóstico tenha sido confirmado objetivamente 
nos últimos 3 anos por limitação reversível ao fluxo de ar 
(aumento do VEF1  ≥ 200 ml e 12% de variação ou mais após 
a inalação de broncodilatador de curta duração) nos 
participantes com  limitação ao fluxo de ar das vias aéreas 
(VEF1/CVF < 0,7) ou por hiperresponsividade das vias aéreas 
à metacolina (PC20 < 8mg/ml) quando de um VEF1 > 70% do 
previsto; 
b) Asma estável, indicada pela presença de sintomas que não se 
alterem na última semana; 
c) Nunca terem fumado ou não fumantes há mais de um ano e 
com história de tabagismo menor que cinco maços/ano; 
d) Em uso apenas de broncodilatadores de alívio e sem uso de 
medicações controladoras (corticóide oral ou inalatório) nos 
últimos três meses; 
e) Sem uso de corticóides nasais nos últimos dois meses; 
f) Livres de infecção respiratória nas últimas quatro semanas; 
g) Capazes de produzir escarro induzido e fluido nasal; 
h) Capazes de fornecer consentimento informado antes do 
estudo. 
 
5.3.2 Normais 
  
a) Ausência de sintomas respiratórios; 
b) Não atópicos (confirmado por meio do teste de punctura para 
alérgenos inalados); 
c) Sem uso de corticóides nasais nos últimos dois meses;  
d) Nunca terem fumado ou não fumantes há mais de um ano e 
com história de tabagismo menor que cinco maços/ano; 
e) Livres de infecção respiratória nas últimas quatro semanas;  
f) Capazes de fornecer consentimento informado antes do 
estudo.  
 
43 
 
 
5.3.3 Critérios de Exclusão  
 
a) Participantes intolerantes aos procedimentos de coleta ou 
incapazes de produzir escarro induzido e/ou fluido nasal; 
b) Doenças graves ou uso de medicações que pudessem 
confundir os resultados, tais como antibióticos, anti-
inflamatórios não esteroidais, anticorpos monoclonais, dentre 
outras; 
c) Doenças pulmonares conhecidas (fibrose cística, pneumonia, 
dentre outras); 
d) Uso de cocaína; 
e) Gestantes. 
 
5.4 Aspectos éticos 
 
A participação neste estudo foi voluntária e cada participante 
assinou um consentimento após informação completa verbal e por 
escrito do estudo. O protocolo do estudo, incluindo a versão final do 
consentimento informado ao participante foi submetido e aprovado pelo 
Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade Federal de Santa Catarina 
– parecer consubstanciado n° 013/08. (Anexo I) Os participantes foram 
informados que poderiam descontinuar sua participação no estudo a 
qualquer momento sem que isso lhes trouxesse algum inconveniente. 
Por fim, os autores declaram que não houve financiamento ou 
vínculos econômicos de qualquer natureza por parte de empresas 
privadas. Os produtos Luminex
®
 e Leukosorb
®
 estão protegidos por 
direitos autorais e inexistem conflitos de interesse no  desenvolvimento 
desta pesquisa.  
 
5.5 Coleta de dados 
  
A avaliação dos participantes e as respectivas coletas foram 
realizadas, em sua maioria, em apenas uma visita. Entretanto, em 
algumas ocasiões, foi necessária uma segunda visita para a efetuar o 
teste cutâneo alérgico (Prick Test). O período transcorrido entre a 
primeira e a segunda visita foi de aproximadamente 1 semana.  
 
5.5.1 Visita 1 
 
a) Consentimento escrito e informado; (Anexo II) 
b) Breve história médica para documentar elegibilidade. Um 
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formulário para anotar dados, características demográficas, o 
código do participante e os critérios de elegibilidade foi 
preenchido;  
c) Espirometria realizada de acordo com as especificações da 
American Thoracic Society [135]. O VEF1 basal foi calculado 
como a média de três valores reprodutíveis (alteração máxima 
de 5%). A responsividade dos asmáticos ao uso de β2-agonista 
foi determinada pela administração de 200 µcgs de 
Salbutamol, via espaçador, e então repetindo a espirometria 
após 15 minutos;  
d) Indução do escarro por meio da inalação de aerossol de 
solução salina com um débito de 0.8ml/minutos e partículas 
de diâmetro médio de 4μ. Conduzido de acordo com o método 
descrito por Pizzichini e colaboradores. [113]. Em síntese, o 
procedimento foi iniciado após uma espirometria pré e pós-
broncodilatador para obtenção dos valores basais. A indução 
do escarro envolveu a inalação de aerossol de solução salina 
isotônica (0,9%) seguida por solução salina hipertônica (3, 4 e 
5%), produzido por um nebulizador ultrassônico Fisoneb 
(Canadian Medical Products Ltd., Markham, Ontario). A 
inalação do aerossol foi mantida por um ou dois minutos, de 
acordo com a gravidade da broncoconstrição presente antes do 
procedimento, seguida pela mensuração do VEF1. Os 
participantes foram orientados a enxaguar a boca, engolir a 
água e assoar o nariz para minimizar a contaminação com 
saliva ou descarga pós-nasal. A seguir, foram instruídos a 
tossir e depositar o escarro em um recipiente limpo. Esses 
procedimentos foram consecutivamente repetidos, 
aumentando-se a concentração da solução a cada sete minutos, 
até completar 21 minutos ou até que ocorresse uma queda do 
VEF1 igual ou superior a 20%; 
e) Rinoscopia anterior para a visibilização direta das cavidades 
nasais e colocação das tiras de filtro de papel (Leukosorb
®
) 
sobre a mucosa nasal. (Item 5.5.3) 
 
5.5.2 Visita 2 (aproximadamente após 1 semana) 
 
a) Teste cutâneo de leitura imediata a alérgenos inalados 
comuns,  se não foram realizados no último ano, técnica 
prick modificada, [136] foi conduzido para os seguintes 
alérgenos: penas, gato, cão, pólen de gramíneas, fungos, 
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barata doméstica, Blomia tropicalis, Dermatophagoides 
pteronyssinus, Dermatophagoides farinae e ácaros de 
estocagem, além dos controles negativo (glicerol e tampão) e 
positivo (histamina e fosfato - 10 mg/ml).  O teste foi lido 
após 15 minutos e o resultado expresso como tamanho dos 
círculos em milímetros. Os círculos com diâmetro igual ou 
superior a 3 x 3 milímetros comparados ao controle positivo 
com histamina foram considerados positivos.  
 
5.5.3 Métodos Complementares 
 
a) O escarro foi processado dentro de duas horas, seguindo a 
técnica descrita por Pizzichini e colaboradores. [112] 
Inicialmente, as porções densas do material expectorado 
foram selecionadas a olho nu ou, se necessário, sob 
visualização por meio de um microscópio invertido, usando-se 
um fórceps de 115 mm para separar o escarro da saliva. A 
fração selecionada foi colocada em um tubo de poliestireno de 
15 ml e tratada com quatro vezes o seu volume de ditiotreitol 
(DTT) a 0,1% (Sputalysin 10%; Calbiochem Corp., San 
Diego, CA). O tubo de poliestireno foi então colocado em um 
agitador de mesa (Dade Tube Rocker; Baxter Diagnostics 
Corporation, Miami, FL) por 15 minutos. Para sustar o efeito 
do DTT sobre a suspensão de células, foi adicionada solução 
salina tamponada em fosfato de Dulbecco (D-PBS) em 
quantidade correspondente a quatro vezes o volume inicial de 
escarro selecionado. A suspensão resultante foi filtrada em um 
filtro de náilon com microporos de 48μm (BBS Thompson, 
Scarborough, Ontario) para remover os restos celulares e o 
muco não dissolvido. Em seguida, foi realizada a contagem 
celular total de leucócitos, excluindo-se as células escamosas 
utilizando-se um hemocitômetro de Neubauer modificado. A 
viabilidade celular foi determinada por meio do método de 
exclusão pelo trypan blue (as células mortas aparecem em 
azul). Sessenta a oitenta microlitros da suspensão, ajustada 
para 1.0 x 10
6
/ml, foram colocados em recipientes para uma 
citocentrífuga Shandon III (Shandon Southern Instruments, 
Sewickley, PA) e quatro citospinas codificadas foram 
preparadas a 450 rpm por 6 minutos. Depois de secar ao ar 
livre, as citospinas foram coradas pelo corante de Giemsa para 
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a contagem diferencial de células, sendo que 400 células não 
escamosas foram contadas na lâmina de melhor qualidade.  
b) Obtenção do fluido nasal: técnica modificada de Chawes e 
colaboradores [127] na qual duas tiras de papel Leukosorb
®
 
foram cortadas com tesoura nas dimensões 7 x 30 mm cada. 
Com o paciente sentado em posição confortável e cabeça 
levemente estendida, as duas tiras de papel foram inseridas, 
sob visibilização direta, na cavidade nasal com o auxílio de 
um fotóforo (foco de luz frontal) e um espéculo nasal de 
Killian. (Figura 1) As tiras foram posicionadas sobre a 
mucosa nasal, uma sobre a porção anterior da concha inferior 
e outra sobre a região septal caudal e mantidas no local por 
dois minutos para a absorção do fluido nasal. Para a análise da 
concordância entre as medidas em duplicata, em 13 
participantes duas tiras adicionais foram inseridas, 
sequencialmente, na narina contralateral e mantidas sobre a 
mucosa por dois minutos; 
c) Obtenção do fluido do escarro: após a indução, uma parte do 
escarro induzido foi reservada para a colocação da MSA. 
Assim, duas tiras de Leukosorb
®
 foram mantidas em contato 
com o escarro durante dois minutos para a absorção. Para a 
análise da concordância entre medidas em duplicata, em 13 
participantes duas tiras adicionais foram também colocadas e 
mantidas sobre a secreção por dois minutos; 
d) Determinação do painel de interleucinas do fluido nasal e da 
fase líquida do escarro induzido: as tiras foram imersas no 
meio tamponado Milliplex Assay Buffer 200μL + Inibidor de 
Protease DPP-IV 4μL, contidos em um tubo com filtro ─ 
Costar
®
 Spin-X
®
 acoplado ao Eppendorf. O fluido foi 
misturado às tiras Leukosorb
®
 por meio de um Vortex mixing 
durante aproximadamente 20 segundos. O material foi 
centrifugado a 16000g durante 10 minutos (em centrífuga 
refrigerada a 4°C). O filtrado ficou retido no recipiente abaixo 
do filtro enquanto as tiras secas foram desprezadas. 
Novamente o filtrado foi agitado por 5 segundos com o 
Vortex e distribuído em alíquotas de 75 μl a 100 μl em 
criotubos e armazenado a - 80°C. O material foi transportado 
a um laboratório central e, após o descongelamento, analisado 
pelo Luminex 200 
®
. Os resultados foram expressos em pg/ml.  
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5.5.4 Materiais e equipamentos necessários 
 
a) Kit com punctores descartáveis (Fabricante Alko do Brasil, 
Rio de Janeiro, RJ) e extratos alergênicos para diagnósticos 
composto por 10 antígenos inalatórios (Fabricante 
Alergolatina, Rio de Janeiro, RJ) 
b) Papel Leukosorb
®
 (Fabricante Pall Life Sciences, Portsmouth, 
Cat no. BSP0669) 
c) Espirômetro Koko-Trek Spirometer (Fabricante Trudal 
Medical, London, Ontario) 
d) Espaçador (Aerochamber) 
e) Nebulizador ultrassônico (Fabricante Fisoneb) 
f) Tubos para centrifugação com filtro de celulose acetato - Spin 
Filters em tubos Eppendorf. Costar
®
 Spin-X
®
 centrifuge tube 
filters, tamanho dos poros 0.22 μm (Fabricante Sigma-Aldrich, 
Cat no.CLS8161) 
g) Tubos Eppendorf (Fabricante VWR International Cat no. 211-
2130) 
h) Milliplex Assay Buffer (Fabricante Millipore, Cat no. L-AB) 
i) Inibidor de Protease DPP-IV (Fabricante Millipore Cat no. 
DPP4, DPP4-010) 
j) Tubos criogênicos de 2ml, auto-sustentáveis (Fabricante 
Techno Plastic Products AG. Cat no. 89020) 
K) Espéculo nasal de Killian (esterilizado), pinça baioneta 
(esterilizada), fotóforo, isopor com gelo 
l) Micropipeta P10, Vortex, balança digital 
m) Kit Milliplex para 10 analitos - Human Cytokine Magnetic 
(Fabricante Millipore indentificação do kit: HCYT-MAG-
60K-10) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
          Figura 1 - Inserção da matriz sintética absortiva na cavidade nasal 
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5.6 Medidas 
 
5.6.1 Desfecho principal 
 
Medidas do painel de interleucinas ─ IL-1, IL-5, IL-8, IL-10, 
IL-13, IL-17, IFN-, Eotaxina-1, IP-10 e TNF-    da fase líquida do 
fluido nasal e do escarro induzido obtidas por meio de uma matriz 
sintétitca absortiva, Leukosorb
®
, processadas e posteriormente 
analisados pela plataforma multiplex Luminex 200
®
 utilizando-se um kit 
magnético ─ Milliplex Human Cytokine Magnetic (HCYT-MAG-60K-
10). O equipamento Luminex 200 
®
 IS Analyser (Luminex Corp., Austin, 
Tex) é baseado em citometria de fluxo e dispõe de microesferas (beads) 
de poliestireno ou paramagnéticas cromatizadas internamente com 
fluoróforos vermelhos e infravermelhos de diferentes intensidades. A 
cada microesfera é conferido um padrão de marcação peculiar, o que 
permite a diferenciação de uma microesfera da outra. Várias 
microesferas específicas para cada analito podem ser, em seguida, 
combinadas em um único poço de uma placa de ensaio e esta, por sua 
vez,  pode abrigar até 96 poços preparados a detectar e quantificar 
simultaneamente vários analitos.  A sensibilidade do kit para as 
interleucinas foi: IL-1: 1,0 pg/ml; IL-5: 0,7 pg/ml; IL-8: 0,7 pg/ml; IL-
10: 1,6 pg/ml; IL-13: 1,9 pg/ml; IL-17: 1,2 pg/ml; IFN-: 1,1 pg/ml; 
Eotaxina-1: 6,8 pg/ml; IP-10: 14,0 pg/ml e TNF-: 1,1 pg/ml.  
 
5.6.2 Eventos medidos no escarro 
 
Contagem total e diferencial de células. A eosinofilia e a 
neutrofilia do escarro definidas por uma contagem diferencial de 
eosinófilos ≥ 3% e ≥ 65%, respectivamente.  [137]. 
 
5.7 Análise estatística 
 
Uma análise descritiva foi utilizada para sumarizar as 
características dos sujeitos. Os dados contínuos foram analisados quanto 
a sua distribuição pelo método de Shapiro-Wilk, e expressos como 
média ± desvio padrão ou mediana ± intervalo interquartílico. As 
diferenças entre os grupos normais e asmáticos, tanto para a celularidade 
do escarro como para as interleucinas, foram examinadas pelo teste não 
paramétrico para amostras independentes de Mann-Whitney e, em caso 
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de distribuição paramétrica, o teste t para amostras emparelhadas. Em 
caso de variáveis categóricas foi utilizado o teste χ
2
. A concordância 
entre as medidas em duplicata foi avaliada pelo coeficiente de 
correlação intraclasse. A correlação entre o perfil inflamatório do fluido 
nasal e do escarro induzido foi determinada pelo coeficiente de 
Spearman. A correção post-hoc de Bonferroni foi aplicada para o estudo 
das múltiplas correlações e o nível de significância ajustado para 0,008. 
A análise multivariada de componentes principais foi aplicada para a 
identificação de possíveis constructos a partir das relações entre as 
variáveis e a análise de regressão logística com dados transformados 
(logaritmo natural) foi usada para a detecção de variáveis preditivas no 
fluido nasal relacionadas ao perfil inflamatório do escarro induzido. 
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6 RESULTADOS 
 
 
6.1 Características dos participantes  
  
A Tabela 1 sumariza as características dos sujeitos. No total 53 
participantes ─ 32 asmáticos (idades entre 18 e 53) e 21 normais (idades 
entre 25 e 57 anos) ─ participaram do estudo. Dois participantes ─ um 
asmático e um normal ─ desistiram durante o procedimento de indução 
do escarro. Três participantes ─ um asmático e dois normais ─ foram 
excluídos por apresentarem amostras de escarro inadequadas para o 
estudo da celularidade. Por fim, um participante normal foi excluído por 
ter expelido, no decorrer da indução do escarro, diversos tonsilolitos 
(caseum). Em asmáticos, o número de participantes do sexo feminino 
foi maior que o sexo masculino (2:1).  Além disso, a média de idade em 
asmáticos foi menor comparada aos participantes normais (31,8 vs 43,1; 
p valor 0,005).  
 
Tabela 1 - Características dos sujeitos 
 Normais Asmáticos 
Sujeitos 17 30 
Sexo   
   Masculino 10 10 
   Feminino 7 20 
Idade (Média ± DP) 43,1 ± 13,3 31,8 ± 12,4 
Atopia (%) 0 29 (97%) 
VEF1% pré BD (Média± DP) 93,5 ± 11,4 78,9 ± 11,9 
VEF1/CVF% pré BD (Média± DP) 0,94 ± 0,5 0,71 ± 0,1 
VEF1: volume expiratório forçado do 1o segundo; CVF: capacidade vital forçada; BD: broncodilatador; DP: desvio padrão 
 
6.2 Biomarcadores 
 
Todos os analitos foram mensuráveis. Alguns resultados, todavia, 
situaram-se abaixo do limite de quantificação. Desses, o IFN- foi o que 
apresentou o maior número de valores abaixo do limite de quantificação 
(40% das medidas) ao passo que a IL-8 e a IP-10 não apresentaram 
nenhum resultado abaixo do limite. Pelo contrário, um valor de IP-10 do 
fluido nasal de um indivíduo asmático excedeu o limite superior de 
quantificação. (Tabela 2) 
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Tabela 2 -Resultados fora do espectro de quantificação 
 Normais (n=17)  Asmáticos (n=30)   
Interleucinas 
Fluido 
nasal Escarro  
Fluido 
nasal Escarro  Total (%) 
IL-1β 3 1   10 1  15 (16%) 
IL-5 7 11  4 4  26 (27%) 
IL-8 -- --  -- --  -- 
IL-10 -- --  1 --  1 (0,9%) 
IL-13 1 5  2 7  15 (16%) 
IL-17 2 3  2 6  13 (14%) 
IFN- 8 9  9 12  38 (40%) 
Eotaxina-1 1 1  2 4  8 (8,5%) 
IP-10 -- --  1 --  1 (0,9%) 
TNF-α 3 4  11 9  27 (28%) 
Número de análises de interleucinas fora do limite de quantificação; valores em 
vermelho: abaixo do limite; valor em azul: acima do limite 
 
O padrão de distribuição dos dados contínuos foi escrutinado e 
observou-se que, em relação às interleucinas, independentemente de o 
sítio ser o fluido nasal ou o escarro induzido, todo os dados 
configuraram distribuição não paramétrica, tanto em participantes 
asmáticos como normais.  A tabela 3 apresenta os valores observados 
das interleucinas do fluido nasal e escarro induzido.  
 
Tabela 3 - Valores mensurados de interleucinas do fluido nasal e escarro 
induzido  
 Normais (n=17)  Asmáticos (n=30)  
Interleucinas Fluido nasal Escarro  Fluido nasal Escarro  
IL-1β  2,14 (3,9) 9,26 (15,9)  1,31 (2,9) 10,51 (31,5)  
IL-5 0,79 (0,9) 0,22 (0,7)  7,71 (28,0) 2,35 (14,4)  
IL-8 3104 (4536) 925 (1047)  1492 (2602) 867 (1454)  
IL-10 2,31 (3,3) 1,58 (1,8)  3,95 (11,2) 2,73 (5,4)  
IL-13 2,20 (11,8) 1,21 (1,23)  9,46 (19,2) 1,50 (5,4)  
IL-17 0,75 (0,9) 0,59 (0,6)  0,7 (1,4) 0,65 (0,5)  
IFN- 1,09 (2,3) 0,43 (1,3)  1,16 (2,6) 1,28 (3,7)  
Eotaxina-1 21,5 (19,3) 13,3 (25,2)  26,2 (33,6) 12,1 (28,7)  
IP-10 3175 (7129) 1337 (8286)  6977 (8747) 2289 (7280)  
TNF-α 2,50 (6,3) 1,44 (2,9)  2,07 (3,6) 2,88 (6,4)  
Valores de interleucinas em pg/ml e expressos como mediana (amplitude interquartílica) 
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A Tabela 4 sintetiza as características de celularidade do escarro 
induzido em ambos os grupos. Houve diferença significativa entre os 
grupos quanto a média de concentração de eosinófilos e linfócitos ─ p 
valor < 0,001 e 0,006, respectivamente.  
 
Tabela 4 - Contagem diferencial de células do escarro induzido 
Células Normais (n=17) Asmáticos (n=30) p valor 
Neutrófilos (%) 44,9 ± 19,5 38,3 ± 22,9 0,43 
Eosinófilos (%) 0,1 ± 0,3 6,2 ± 7,9 < 0,001* 
Macrófagos (%) 43,7 ± 13,1 45,9 ± 22,2 0,91 
Linfócitos em (%) 1,3 ± 1 2,5 ± 1,5 0,006** 
Células Epiteliais 
(%) 
9,9 ± 13,9 7 ± 15,6 0,37 
Dados expressos como média ± desvio padrão; *Teste não paramétrico para amostras 
independentes de Mann-Whitney; ** Teste t para amostras independentes  
 
Pela análise da concordância entre as medidas de espécimes em 
duplicata pôde-se observar que, com exceção da IL-13 do fluido nasal, 
todas as correlações foram consideradas satisfatórias ou excelentes. 
(Tabela 5) 
 
Tabela 5 - Análise da concordância entre as medidas em duplicata 
Interleucinas Fluido Nasal Escarro Induzido 
IL-1β 0,60 0,91 
IL-5 0,66 0,98 
IL-8 0,97 0,98 
IL-10 0,66 0,98 
IL-13 0,38 0,95 
IL-17 0,95 0,91 
IFN- 0,77 0,99 
Eotaxina-1 0,88 0,96 
IP-10 0,91 0,87 
TNF-α 0,92 0,98 
Resultados expressos em coeficiente de correlação intraclasse  
 
 O estudo das correlações entre as interleucinas do fluido nasal e 
do escarro induzido revelou que houve correlações positivas em 5 das 
10 interleucinas avaliadas: IL-5 (r = 0,6; p valor < 0,001), IL-10 (r = 0,5; 
p valor < 0,001), IFN- (r = 0,6; p valor < 0,001), IP-10 (r = 0,6; p valor 
< 0,001) e TNF-α (r = 0,44; p valor 0,002). Além disso, houve 
correlação para a IL-1 β e a IL-13, porém sem significância estatística. 
(Tabela 6). 
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Tabela 6 - Correlação entre medidas de interleucinas do fluido nasal e do 
escarro induzido em asmáticos e normais 
Interleucinas Correlação P valor  
IL-1β 0,4 0,012  
IL-5 0,6* < 0,001  
IL-8 0,2 0,13  
IL-10 0,5*  < 0,001  
IL-13 0,3 0,026  
IL-17 0,2 0,3  
IFN- 0,6* < 0,001  
Eotaxina-1 0,03 0,859  
IP-10 0,55* < 0,001  
TNF-α 0,44* 0,002  
Coeficiente de correlação de Spearman; *estatiscamente significante após correção de 
Bonferroni (p < 0,008) 
  
A avaliação da correlação entre os níveis de citocina do fluido 
nasal e a contagem de eosinófilos do escarro demonstrou correlação 
positiva entre nível de IL-5 nasal e eosinófilos no escarro (r = 0,7; p < 
0,001). Também foram observadas correlações negativas entre a 
contagem de eosinófilos e IL-1 β, IL-8, IL-17 e TNF-, porém sem 
significância estatística. (Tabela 7) Adicionalmente, houve correlação 
positiva entre IL-5 e eosinófilos medidos no escarro (r = 0,73; p < 
0,001). 
 
 
Tabela 7 - Correlação entre contagem de eosinófilos do escarro induzido 
e interleucinas do fluido nasal  
Interleucinas Correlação P valor  
IL-1β - 0,1 0,75  
IL-5 0,7 < 0,001*  
IL-8 - 0,4 0,02  
IL-10 0,3  0,047  
IL-13 0,2 0,23  
IL-17 - 0,1 0,72  
IFN- 0,01 0,94  
Eotaxina-1 0,3 0,09  
IP-10 0,2 0,14  
TNF-α - 0,04 0,79  
Coeficiente de correlação de Spearman; *estatiscamente significante após correção de 
Bonferroni  
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 As concentrações de IL-5 do fluido nasal e do IL-5 do escarro 
induzido de normais e asmáticos foram examinadas e constatou-se 
diferença estatiscamente significante em ambas as situações. (Figura 2) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2 - Concentrações de IL-5 do fluido nasal e IL-5 do escarro 
induzido em normais e asmáticos. Valores de IL-5 expressos em Log 
para composição gráfica; * p valor < 0,001; ** p valor 0,001. 
 
A análise multivariada de componentes principais (PCA) com 
extração de dois fatores identificou, após a remoção de variáveis com 
baixa carga de comunalidade (IL-10, IL-13 e IFN-), dois componentes 
principais: o primeiro composto por interleucinas com características 
predominantemente Th1 e o segundo componente com predominância 
Th2. (Figura 3)  
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Figura 3 - Análise de componentes principais (PCA) para as 
interleucinas do fluido nasal em todos os participantes (asmáticos e 
normais). Após extração em 2 fatores e remoção de variáveis com 
baixa comunalidade (IL-10, IL-13 e IFN-), as variáveis em 
vermelho ─ TNF-α, IL-8, IL-1β e IL-17 ─ são melhor explicadas 
pelo componente principal 1. As variáveis em azul ─ IL-5, 
Eotaxina e IP-10 ─ são melhor explicadas pelo componente 
principal 2.   
 
A análise multivariada de regressão logística, método stepwise, 
foi aplicada utilizando-se as interleucinas do fluido nasal como variáveis 
independentes preditivas do perfil inflamatório eosinofílico do escarro 
induzido, assim caracterizado se a concentração de eosinófilos ≥ 3,0%. 
As medidas disponíveis para o ajuste de modelo, como a -2 Log 
verossimilhança, valor de Cox e Snell, valor de Nagelkerke e medida de 
Hosmer e Lemeshow, demonstraram adequação de ajuste do modelo. As 
variáveis inseridas na equação final foram IL-5 e IL-8, sendo a primeira 
com influência positiva e a segunda com influência negativa sobre o 
resultado de escarro eosinofílico. A partir do modelo, o percentual de 
acerto (pertinência prevista para cada grupo) foi de 86,7% para o grupo 
de escarro não eosinofílico (especificidade) e de 70,6% para o grupo de 
escarro eosinofílico (sensibilidade). Desta forma, a proporção geral de 
sucesso foi de 80,9%.   
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7 DISCUSSÃO 
 
 
Este estudo atestou a exequibilidade do método de coleta de 
espécimes do fluido nasal e do escarro induzido utilizando-se uma MSA 
(Leukosorb
®
) para a medida de interleucinas ─ IL-1β, IL-5, IL-8, IL-10, 
IL-13, IL-17, IFN-, Eotaxina-1, IP-10 e TNF- ─, processadas e 
posteriormente analisadas em uma plataforma multiplex em 
participantes asmáticos sem uso de tratamento controlador e 
participantes saudáveis sem prévia naso ou broncoprovocação. A MSA 
demonstrou versatilidade para a coleta de espécimes das vias aéreas por 
ser minimamente invasiva, tolerável, de rápida execução e por 
possibilitar a detecção dos biomarcadores moleculares prescindindo de 
provocação alergênica. Além disso, a partir desse método, foram 
demonstradas correlações positivas entre interleucinas do fluido nasal e 
do escarro induzido em ambos os grupos. Esse achado é relevante por 
fortalecer o conceito de via aérea única, tendo em vista que houve 
correlações positivas entre o fluido nasal e o escarro a partir de cinco ─ 
IL-5, IL-10, IFN-, IP-10 e TNF- ─  de 10 interleucinas estudadas, 
além de ter havido correlação positiva entre a contagem de eosinófilos 
do escarro induzido e a IL-5 do fluido nasal (r = 0,7; p < 0,001). 
 A validade do método da MSA pôde ser assegurada de diversas 
formas. Por exemplo, a diferença significativa entre as concentrações da 
IL-5 de indivíduos normais e asmáticos, tanto do fluido nasal como do 
escarro induzido, traduziu a capacidade do instrumento em revelar 
grupos distintos. Além disso, os modelos constituídos de análise 
multivariada também contribuíram para a validade. Inicialmente, com a 
análise fatorial de componentes principais foi possível identificar, pelas 
variáveis empregadas, dois principais agrupamentos (clusters) de perfil 
inflamatório, o primeiro com composto por interleucinas com padrão 
Th1/Th17 e o segundo com interleucinas predominantemente Th2.  Em 
seguida, por meio de uma regressão multivariada logística, ao investigar 
as interleucinas do fluido nasal como possíves variáveis preditoras da 
eosinofilia do escarro, alcançou-se uma proporção de 80,9% de sucesso 
do modelo gerado, com 86,7% especificidade e 70,6% de sensibilidade. 
Neste caso, as interleucinas reveladas com capacidade preditora foram a 
IL-5 e a IL-8, sendo a primeira com influência positiva e segunda com 
influência negativa no modelo. Quanto à análise da concordância entre 
medidas em duplicata, observou-se excelente concordância entre as 
medidas do escarro induzido (ICC 0,87 ─ 0,99), enquanto para o fluido 
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nasal as concordâncias variaram entre 0,38 (IL-13) a 0,97 (IL-8). Essa 
maior amplitude observada no fluido nasal pode ser explicada por 
limitações inerentes ao método ou especificamente relacionada à 
citocina medida. Em alguns participantes as tiras de MSA recuperadas 
estavam secas, o que pode ter influenciado nos resultados. Talvez seja 
importante mantê-las por mais tempo sobre a mucosa nasal e este 
aspecto necessita ser avaliado a posteriori. Outra hipótese diz respeito à 
variação natural de engurgitamento alternante das fossas nasais, 
conhecida como ciclo nasal, que pode ter influído quali ou 
quantitativamente na característica do material recuperado. Infelizmente 
não fomos capazes de pesar as tiras antes e após a inserção nas fossas 
nasais. Entendemos a importância de, futuramente, expor a técnica de 
coleta de fluido nasal e escarro induzido por MSA à análise da 
reprodutibilidade, assim como é fundamental testar o modelo de 
regressão logística em uma segunda amostra, com intuito de assegurar a 
validade do método e do modelo, respectivamente.  [138]     
 Em grande parte, os resultados observados neste estudo foram 
ratificados por plausibilidade biológica. Por exemplo, a IL-5, uma das 
principais citocinas do padrão Th2, é importante fator de crescimento 
hematopoiético e que desempenha papel crucial na maturação e 
sobrevida de eosinófilos. [139] Com efeito, as concentrações de IL-5 do 
fluido nasal e do escarro induzido, como já mencionado, não apenas 
foram maiores em indivíduos asmáticos, como também demonstraram 
correlação positiva com a contagem de eosinófilos do escarro induzido. 
É interessante observar que, em relação a Eotaxina-1, apesar de exercer 
o recrutamento de eosinófilos, [140] observou-se apenas fraca 
correlação com a contagem de eosinófilos no escarro. Uma possível 
explicação para isso pode ser o fato de os participantes não terem sido 
submetidos a estímulo provocatório previamente à coleta das secreções. 
Com efeito, Semik-Orzech e colaboradores demonstraram uma relação 
temporal na atividade da Eotaxina desde uma ação menos importante 
nas fases imediatas até uma atuação mais marcante nas fases tardias do 
processo inflamatório, [141] o que não foi possível mensurar no 
presente estudo pois os participantes não foram submetidos a testes de 
provocação. Ainda, os asmáticos deste estudo, embora não estivessem 
utilizando corticóides inalatórios, faziam uso regular ou ocasional de β2-
agonistas e estes, por sua vez, podem inibir a Eotaxina-1 quando 
induzida pelo TNF-.  [142, 143] Além disso, na construção dos 
componentes principais a IP-10 do fluido nasal, curiosamente, 
apresentou uma tendência de agrupamento muito próxima a 
interleucinas de padrão especifico Th2 ─ Eotaxina-1 e IL-5. 
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Sabidamente, a IP-10 pode estar presente em níveis elevados nos 
indivíduos asmáticos frente a condições de infecções respiratórias, [144] 
porém esse era um critério de exclusão dessa pesquisa. Mais 
recentemente, um estudo demonstrou que a IP-10 do escarro induzido 
em asmáticos é maior do que em indivíduos normais e esta diferença 
parece estar mais pronunciada em asmáticos com predomínio 
combinado de eosinófilos e neutrófilos no escarro induzido (escarro 
granulocítico misto). [145] É útil mencionar que os autores do estudo 
citado consideraram a contagem diferencial de células do escarro 
induzido utilizando como pontos de corte para eosinofilia e neutrofilia 2 
e 40%, respectivamente. Vale ressaltar que os pontos de corte acima 
descritos são diferentes daqueles utilizados em nossa metodologia. 
Contudo, se aplicássemos os mesmos parâmetros nos resultados do 
presente estudo, obteríamos uma IP-10 do fluido nasal 
significativamente elevada em indivíduos com celularidade mista 
granulocítica no escarro induzido em relação a outros padrões de 
predomínio celular no escarro.  
Esse estudo possui algumas limitações. Primeiramente, alguns 
valores embora detectáveis, situaram-se abaixo do limite de 
quantificação mediante a análise do Luminex 200
®
, sendo mais evidente 
para IL-5 de participantes normais, tanto no fluido nasal como no 
escarro induzido. De forma similar, em relação ao IFN-γ e TNF-α, 
foram observados resultados abaixo do limite de quantificação tanto em 
normais quanto em asmáticos. Tivemos a precaução de executar uma 
análise, em paralelo, das correlações excluindo os casos abaixo do limite 
de quantificação do método. Observamos que não houve diferença 
significativa quanto à intensidade das correlações entre os dois cenários 
(mantendo ou excluindo os valores abaixo do limite de quantificação) 
nas análises multivariadas. De fato, alguns autores atestam benefício 
mínimo em se restringir apenas à análise dos valores situados acima 
limite de quantificação, [146] inclusive em análises que envolvam 
muitas variáveis. [147] Assim, entendemos ter sido apropriada a 
manutenção dos elementos amostrais ou mesmo de variáveis na situação 
exposta, pois isso não ocasionaria impacto sobre as análises e, 
sobretudo, preservaria o tamanho da amostra. Quanto as características 
dos participantes, o número de indivíduos asmáticos do sexo feminino 
foi maior que o masculino (2:1), e esse achado pode refletir o aspecto 
epidemiológico da doença, cuja prevalência em mulheres comparada a 
homens é maior em indivíduos adultos. [148] Além disso, a média de 
idade em asmáticos foi menor comparada aos participantes normais 
(31,8 vs 43,1; p valor 0,005). Uma possível explicação para essa 
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disparidade está no fato de que os asmáticos incluídos no estudo serem 
livres de corticóides inalatórios ou orais, e isso pode ter influenciado na 
formação de uma amostra composta por doentes mais novos. Outra 
limitação diz respeito à não inclusão da medida da celularidade do 
fluido nasal, a exemplo do escarro induzido. Ao acrescentar dados sobre 
a contagem diferencial de células do fluido nasal, por exemplo com 
predomínio de eosinófilos ou neutrófilos, poderíamos tanto fortalecer as 
correlações já observadas, como estabelecer possíveis novas 
correlações. Atualmente, um dos meios mais utilizados para avaliar a 
celularidade nasal é a lavagem nasal, sendo oportuno o emprego desta 
medida em futuros estudos a partir da escolha da metodologia de coleta 
mais apropriada, [115, 116, 149] bem como do processamento do 
lavado. [150, 151] Esse estudo também não contemplou os 
biomarcadores do sangue periférico. Cabe ressaltar que na época do 
início desta pesquisa, a contagem de eosinófilos no escarro induzido 
havia demonstrado ser um parâmetro apropriado para a seleção dos 
indivíduos que poderiam se beneficiar com a terapia anti-IL-5. [133, 
152] Apenas mais recentemente é que a eosinofilia do sangue periférico 
foi introduzida como parâmetro alternativo ao escarro induzido para a 
caracterização daqueles indivíduos que respondem a terapêutica anti-IL5 
com melhora clínica com essa terapia. [153-155]  
 As aplicabilidades dos métodos de coleta de fluido nasal e escarro 
induzido por meio da MSA podem ser muitas, dentre elas a de 
caracterizar possíveis endótipos das principais doenças inflamatórias das 
vias aéreas. Tanto a asma como as rinossinusites são doenças de alta 
heterogeneidade. Por isso, características clínicas observáveis, como a 
resposta a terapias instituídas, a intensidade de sintomas, o ínicio da 
doença, o perfil celular da inflamação, fatores desencadeantes, entre 
outras, podem ser complementadas com o estudo dos padrões 
moleculares inflamatórios que possibilitem o desvendar dos possíveis 
mecanismos fisiopatológicos das enfermidades ─ endótipos. Desde que, 
há mais de três décadas, a terapia anti-interleucina foi introduzida, [156] 
diversos anticorpos monoclonais têm sido desenvolvidos para o 
tratamento de uma variedade de enfermidades, incluindo as doenças 
inflamatórias das vias aéreas. [133, 157-161] Neste sentido, o 
conhecimento a respeito dos diferentes biomarcadores moleculares bem 
como a sua caracterização como variáveis preditoras de resposta a 
intervenções é crucial para que os estudos com novas terapias possam 
ser conduzidos, além da possibilidade de aperfeiçoamento de 
tratamentos já utilizados atualmente. Uma aplicação possível para esse 
método seria a identificação dos indivíduos com elevada concentração 
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de IL-5 no fluido nasal e a sua estratificação para intervenções com 
terapias por anticorpos monoclonais hoje existentes (Mepolizumabe, 
Reslizumabe e Benralizumabe). E futuramente, na prática clínica, a 
caracterização endotípica de cada paciente evidenciando o(s) 
biomarcadores(s) de maior relevância, aliada a informações sobre o 
fenótipo clínico e molecular  ─ eosinofílico, neutrofílico, granulocítico 
misto ou paucigranulocítico ─ , permitiriam a utilização de terapias de 
alta precisão com menor efeitos colaterais.  
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8 CONCLUSÕES 
 
 
 O método de coleta de espécimes do fluido nasal e do escarro 
induzido por matriz sintética absortiva foi exequível, minimamente 
invasivo, tolerável, de rápida execução e possibilitou a detecção de 
biomarcadores moleculares sem prévia provocação alergênica em 
participantes normais e asmáticos sem uso de tratamento controlador. A 
validade do método pode ser assegurada por diversas formas. 
Primeiramente, foram demonstradas correlações positivas entre 
interleucinas do fluido nasal e do escarro induzido em ambos os grupos, 
e entre a inteleucina IL-5 do fluido nasal e a concentração de eosinófilos 
do escarro induzido. Além disso, a análise multivariada de componentes 
principais permitiu a detecção de dois componentes principais, sendo o 
primeiro composto por interleucinas compatíveis com o padrão Th1 e 
Th17, e o segundo composto por interleucinas predominantemente do 
padrão Th2. Finalmente, a análise de regressão multivariada logística 
possibilitou a identificação de 2 interleucinas, IL-5 e IL-8, com 
características preditivas ao escarro eosinofílico. 
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9 IMPLICAÇÕES 
 
 
 O método de coleta por MSA permite, de forma rápida e não 
invasiva, o acesso ao perfil inflamatório molecular da via aérea superior, 
com a possibilidade de identificar possíveis endótipos de doenças 
inflamatórias das vias aéreas. Desta forma, estudos que envolvam 
intervenções, por exemplo com anticorpos monoclonais, poderiam 
dispor desta técnica para a seleção dos participantes com determinado 
padrão de concentração de um ou mais biomarcadores para a 
implementação de uma terapia específica.  
 Futuramente na prática clínica, a caracterização endotípica de 
cada paciente aliada a outras informações, como o fenótipo clínico e 
molecular, aprofundariam o entendimento sobre aspectos de predição de 
riscos e preventivos da doença, e norteariam a utilização de terapias de 
alta precisão com menor efeitos colaterais.   
 Estudos mais elaborados serão necessários para fundamentar a 
acurácia dessas observações.  
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11.1 Apêndice A – Artigo original
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11.2 Apêndice B – Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 
 
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO DO 
PARTICIPANTE  
 
TÍTULO: “VALIDADE E PROPRIEDADES DISCRIMINATIVAS 
DAS MEDIDAS DE CITOCINAS NO FLUIDO NASAL OBTIDAS 
POR DIFUSÃO COMPARADAS ÀS MEDIDAS DAS MESMAS 
NA FASE LÍQUIDA DO ESCARRO INDUZIDO”. 
 
 
INTRODUÇÃO: 
 
Os pronomes “você” e “seu” referem-se ao participante do estudo em 
todo este formulário de consentimento. O objetivo deste formulário é 
dar a você informações sobre esta pesquisa. Você só deve participar 
deste estudo se desejar. Você pode se recusar a participar ou pode sair 
do estudo a qualquer momento sem qualquer penalidade. Assinando este 
formulário, você concorda em participar do estudo. 
 
OBJETIVO DESTE ESTUDO: 
 
Você foi convidado a participar deste estudo por asma, 
bronquite causada pelo cigarro (DPOC) ou por não ter nenhuma doença 
respiratória crônica e não fumar. O objetivo deste estudo é determinar as 
características da inflamação no escarro e no líquido que reveste o seu 
nariz. Com isto, pretendemos aprender se as informações destes dois 
métodos são similares. 
O método da indução de escarro já vem sendo utilizado por 
médicos e pesquisadores para o diagnóstico e tratamento de doenças das 
vias aéreas e dos pulmões há alguns anos. Porque o revestimento do 
nariz e das vias aéreas inferiores (brônquios) é parecido, uma alternativa 
seria obter o líquido que reveste o nariz e ver se oferece as mesmas 
informações. Com a obtenção destes parâmetros poderíamos dispor de 
dois métodos para estudar a inflamação em diversas doenças que afetam 
as vias aéreas como a asma, a bronquite, a tosse crônica, dentre outras. 
 
DESCRIÇÃO DO ESTUDO: 
 
 Este é um estudo que envolverá cerca de 40 pessoas com idade 
superior a 18 anos. Sua participação no estudo consistirá em uma ou 
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duas visitas ao centro de estudo, quando será realizado um questionário 
sobre sintomas respiratórios, assim como alguns exames 
complementares para comprovar que você tem asma, bronquite causada 
pelo cigarro ou não tem nenhuma doença respiratória. Se estes testes 
confirmarem isto, você será submetido então à indução do escarro, que é 
uma forma de induzir a produção de uma pequena quantidade de 
secreção das vias aéreas (escarro) para a posterior análise de suas células 
sob o microscópio.  Além disso, nós examinaremos o seu nariz e 
colocaremos um pequeno papel (3 x 7 mm) para absorver o líquido que 
reveste a superfície do nariz.  Este procedimento é simples e indolor. 
 
PROCEDIMENTOS DO ESTUDO: 
 
Os seguintes procedimentos serão conduzidos durante sua visita ao 
NUPAIVA: 
 
 Será pedido que você leia e assine este formulário de 
consentimento informado antes de serem realizados quaisquer 
testes ou procedimentos. 
 Revisão das suas condições médicas atuais e passadas, 
incluindo o uso de quaisquer medicamentos. 
 Exame físico, incluindo aferição de peso e altura. 
 Espirometria: teste respiratório que requer que você respire em 
um tubo ligado a uma máquina que mede quanto ar você tem 
nos pulmões e sua capacidade de soprar o ar para fora. 
 Indução do escarro. 
 Teste alérgico cutâneo. 
 Exame do seu nariz e colocação de um pequeno filtro de papel. 
 
RISCOS E DESCONFORTOS: 
 
Os testes a que você será submetido são procedimentos 
padronizados e utilizados corriqueiramente na prática médica, e em 
geral se associam com riscos insignificantes. O teste da metacolina e da 
inalação da solução salina podem causar sintomas leves de aperto no 
peito, chiado ou tosse. Estes sintomas desaparecem rapidamente após o 
uso de um medicamento broncodilatador. Além disso, a inalação de 
solução salina para induzir o escarro pode ter gosto desagradável e 
provocar leve irritação na garganta, que desaparece logo após o teste. O 
teste de alergia é realizado na pele e, se for positivo, pode provocar 
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coceira, inchaço e vermelhidão no local, como se fosse uma mordida de 
pernilongo. O exame do nariz é feito com um aparelho chamado 
especulo nasal e pode causar um discreto desconforto no local. 
Para a realização do questionário clínico e dos testes acima 
descritos (em uma ou duas visitas de acordo com suas necessidades), 
será necessário que você permaneça no centro do estudo por um período 
total de até 3 (três) horas . Após a realização dos testes você poderá 
exercer suas atividades rotineiras normalmente, sem nenhuma restrição. 
 
CONFIDENCIALIDADE 
 
 Sua identidade, incluindo seu nome completo e as informações 
obtidas sobre você durante este estudo permanecerão confidenciais até 
onde possível por lei. No entanto, o médico do estudo e outros médicos 
ligados ao centro do estudo poderão revisar seus registros médicos e o 
formulário de consentimento. Os resultados deste estudo podem ser 
publicados em jornais científicos ou apresentados em encontros 
médicos, mas você não será identificado pelo nome.  
 
ASPECTOS ÉTICOS DO ESTUDO 
 O protocolo deste estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em 
Pesquisas deste hospital. Se você decidir participar, você deverá 
primeiramente assinar este Termo de Consentimento Informado 
declarando seu acordo em participar espontaneamente, e confirmando que 
você leu e entendeu todas as informações fornecidas neste termo.  É 
garantida a sua liberdade de se retirar deste estudo a qualquer hora que 
você desejar, sem causar nenhum prejuízo à continuidade do seu 
tratamento nesta instituição. 
 
CONTATOS 
 
 Os médicos do estudo ou o pessoal do estudo responderão 
quaisquer perguntas que você tiver sobre este estudo e sobre os 
resultados dos testes que serão realizados. Entre em contato sempre que 
tiver qualquer dúvida sobre o estudo ou sua participação no mesmo. 
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MÉDICOS DO ESTUDO: Dr. José Tavares de Melo Junior  
 
TELEFONE: (48) 3234-7711 -  NUPAIVA -  Hospital Universitário 
Se você tiver alguma dúvida ou consideração sobre a ética desta 
pesquisa, entre em contato com: 
Comitê de Ética em Pesquisas (CEP) 
Cidade Universitária - Trindade  Florianópolis / SC  CEP: 88040 - 
900   Telefone: 3234-7711 
 
 
 
CONSENTIMENTO EM PARTICIPAR 
 
Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informações 
que li ou que foram lidas para mim sobre o estudo “VALIDADE E 
PROPRIEDADES DISCRIMINATIVAS DAS MEDIDAS DE 
CITOCINAS NO FLUIDO NASAL OBTIDAS POR DIFUSÃO 
COMPARADAS ÀS MEDIDAS DAS MESMAS NA FASE 
LÍQUIDA DO ESCARRO INDUZIDO”. 
 
Eu discuti com o Dr. José Tavares de Melo Junior sobre minha decisão em 
participar neste estudo. Está claro para mim quais são os propósitos do 
estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as 
garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou 
claro também que minha participação neste estudo é voluntária e isenta de 
despesas. 
Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar meu 
consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem 
penalidades, prejuízo ou perda de qualquer benefício que eu possa ter 
adquirido no meu atendimento neste serviço.  
 
Paciente:  
Nome do Paciente: 
__________________________________________________________ 
Data: ___/____/____ 
Assinatura do Paciente 
____________________________________ 
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OBS: Leve para casa, uma cópia deste termo assinado pelo seu 
médico 
 
Médico 
Declaro que esclareci todos os propósitos do estudo, solucionei todas as 
dúvidas do paciente e obtive de forma apropriada e voluntária o Termo 
de Consentimento Livre e Esclarecido deste paciente ou representante 
legal para a participação neste estudo. 
 
Nome do médico: 
__________________________________________________________
_ 
  Data: ___/____/____ 
Assinatura do médico 
____________________________________________ 
 
 
96 
 
 
12 ANEXO 
 
12.1 Anexo A – Aprovação pelo Comitê de Ética 
  
 
 
  
 
 
 
 
 
